



















































死E1~J };~;引;を及ばすことが t ij J らかとなった門出lJ)jI1支は 、生体)j兵の広州;1やエネルギー貯蔵分子であるばかり
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るらしい (Nabeshimael al. 1998)。すなわち、一定速度で約2.5μmまで伸長する第I期 (phascI)、 2.5μ
mでイ~l長が数分間停止する第uWJ (phase n)、その後再び一定速度で14μmまで伸長する第3期 (phぉem) 
に分割される 。 それぞれ算r}明は前中期、第日期は中共f]~後期A、第田英fJ は後期Bに相当すると思われる。以
前の回定細胞でのFISH(蛍光川 SilUハイブリダイゼーション)や電子顕微鏡観察の結果をあわせて考える
と、分裂両手母では核膜消失は起こらないものの、それ以外は高等真核生物と同様のステップを経て核分裂
が進行すると考えられる(ドunahikic( al. 19り3、Dingel al. 1993、Sakael al. 1994)。有糸分裂の諾過程は両手





































YPD+21 %ゼラチン培地に包埋 した分裂酵母細胞を位相差顕微鏡で観察し、 CCDカメ ラを接続した間欠記録
ビデオレコーダー (timelapse video recoder)で経時的に記録したo 21%ゼラチン中では屈折率の違いにより
核領域が明るく浮き上がる。図中の数字は観察開始より の経過時間 (単位は時間:分)。 写真右下の細胞で
は、日分日あたりからM期が開始すると恩われる。 1時間5分自より後期が開始し、染色体が娘核へ分配さ























有糸分裂過程の進行には、 Cdc2カイネース (Cdc2kinase) -サイクリン複合体の周期的な活性化 -不活
性化が必要となる (Hunt1989、Doree1990、Colemanand Dunphy 1994など)。すなわちCdc2カイネースが、
1) M期開始時に活性化され、 2)中期から後期への遷移時に不活性化される。Cdc2カイネースの活性は15
残基自のチロシンのリン酸化状態を変化させることによって制御される。 リン酸化はW白 1. Miklカイネー
ス (Weel. Mikl kinase)によ って、脱リン酸化はCdc25フォスファテース (Cdc25phosphatぉe)によ って担
われており 、脱 1)ン酸状態で'Cdc2は活性化する。Cdc2の活性化のタイ ミングは“複製・修復チェック ポイ
ント" と呼ばれる監視機構によって制御されている (Weinertand Hartwell 1989、Elledge1996.， R ussell 1998、




している (Walworthet al. 1993、Murakamiand Okayama 1995) 。これらがWeel. Miklを活性化し、また
Cdc25を不活性化することにより、時期尚早なCdc2の活性化を防いでいるらしい (O'Connellet al. 1997、
Bωdy et al. 1998、Zenget al. 1998)。
一方、Cdc2カイネース複合体の不活性化はサイクリンサブユニットを分解することによって引き起こさ，:f-
れる (Cohen-Fix and Koshland 1997、Townsley加 dRudennan 1998など)。このタンパク分解はユピキチン
依存的である 。すなわち、 重合したユピキチンタンパク質がサイクリンに共有結合され、次いでそれを目
印としてプロテオソームと呼ばれるタンパク分解酵素複合体がサイクリンを分解する。サイクリンサブユ
ニットのユピキチン化はAPC(Anaphase promoting complex 後期促進複合体)/サイクロソームと呼ばれる
タンパク複合体によって担われている (Hershkoet al. 1994、Kinget al. 1995) 。このAPCは中期から後期
の移行へ重要な役割を 果たす。分裂酵母ではCut4、Cut9、Nuc2タンパク質がAPC複合体の構成要素である
ことが明らかと なっ たが、 これらの遺伝子の欠損変異体はいずれもM期中期で細胞周期進行が停止する
(Yamashila et al. 1996、Yamadaet al. 1997)。時期尚早なM期後期の開始は染色体分配異常を引き起すので、
中期から後期への遷移の タイミン グは厳密に制御 されなければならなし 1。 “紡錘体チェックポイント"は、
そのような制御機構の一つである (Rudncrand Murray 1996)。このMurrayらによって提唱されたチ ェック
ポイン トは、紡錘体形成が不完全にな ったとき に機能する制御機構で、紡錘体が正常に形成されるまで後
期の開始を抑制する 。 泣伝学的解析により、 こ のチェッ ク ポ イント に関与する遺伝子 、 MAD1 ~ 3 、 BUBl
~3が出芽醇母で同定された ( Hoy l ct JI.1991、Liand Murray 1991)。これらの相同遺伝子が分裂酵母やア
フリ カツメカ エル、ヒトからも 凡つけだ されており 、紡録体チェ yクポイン トは進化的に保存された制御
核的であるらしい (CI日 11じ!日1.19りG、しiλncllkncz川 1996、H心Clal. 1997) 。近年、 Mad2タンパ ク釘が;¥PC
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場合には、中期から後期への遷移が遅延する (Riederet aJ. 1994、1995) 0 (Hartwellらが提唱した概念に〆
厳密に従うならば、染色体と紡錘体の結合を特異的に阻害したときに後期への進行が抑制され、さらに変
異などによってその抑制がバイパスされ得る事を示さないとチェックポイントとは呼べなし、。 Hartwelland 
Weinert 1989) 先に述べたMadl~3 、 Bub1 ~3 タンパクはそのような制御機構に関与するのかもしれない
(Straight 1997)。出芽酵母の動原体構成タンパク質の変異体ctf13変異体では細胞周期の進行がM期で停止
するが、この停止はMa出 ~3および~Bubl 、 3 に依存的である (Pangilinan and Spencer 1996) 。またアフリカ
ツメガエルやヒトなどの培養細胞な場合、 Mad2タンパク質は、 M期に紡錘体と結合できていない動原体へ
選択的に局在することが知られている (Chenet aJ. 1996、Li and Benezra 1 996、Waterset al. 1998) 。また
Bubl相同タ ンパク質もやはり M期に動原体に局在することが示された (Taylorand McKeon 1997、Tayloret 
al. 1998) 0 Mad、Bubタンパクは動原体と紡錘体の両方向性の結合を監視し 、中期一後期選移を制御して
いるのかもしれなしE。また3F3/2と呼ばれる抗体をもちいてヒト培養細胞を免疫染色すると、紡錘体と結合
していない動原体が特異的に染色される。この抗体の抗原は決定されていないが、何らかのリン酸化タン



















ソメレースやSMCファミリーというグループに属する一群のタンパク質が関与している (Strunnikovet al. 
1993、Hiranoand Mitchison 1994、Sakaet al. 1994)。姉妹染色体はM期後期になるまではつなぎ止められて
いるが、これに必要な因子は"glue"あるいは"cohesion分子H と名付けられている (Hollowayet al. 1993、
Guacci et al. 1997、Michaeliset al. 1997)。出芽酵母ではScclタンパク質およびSMCファミリーに属する別
のタンパク質がcohesinとよばれる複合体を形成し、姉妹染色体の対合に関与していることが示されている
(1心sadaet al. 1998)。分裂酵母ではMis4タンパク質(adherinと名付けられた)がやはり姉妹染色体の対合














Carbon 1980、Murrayand Szostak 1983)。しかしながらヒトやショウジョウパエなどでは、本来は動原体と
ならないはずの染色体領域が動原体化するネオセントロメアという現象も観察されている (Depinetet al. 
1997、duSart et al. 1997、Willard1998)。新たに動原体化した領域には本来の動原体DNA配列は含まれな
いので、この場合はDNA配列以外の要因が動原体部位決定に関与していると考えざるを得ない。マウスの
場合にはDNAのメチル化状態が動原体の位置決定に重要な役割を果たしているということが報告されてい
る (Mitchellet al. 1996)。分裂酵母ではヒストンのアセチル化状態が動原体機能に関与しているらしい
(Ekwall et al. 1997)。また分裂酵母の動原体領域はヌクレオソームの配置が特殊であることも知られてい
る (Polizziand Clarke 1991、Takahashiet al. 1992、および本論文)。出芽酵母でもやはり動原体領域のクロ
マチン構造は特殊であると報告されている (Bloomand Carbon 1982) 0 DNAの一次配列だけではなく、ヌ
クレオソームの位置や間隔を変化させたり化学的に修飾したりして動原体特異的クロマチンを形成するこ
とが、動原体DNAー タンパク複合体を構築するために必須であると思われる (Wiens加 dSorger 1998)。
動原体DNA配列と結合タンパク質
室長類の釘J原体DNAにはαサテラ イト と呼ばれる約 170右足器対の配列が数メ方塩基対にわたって反復し
ている。近年の報告によ ると 、 αサテラ イト配列の反復を含むDNA断j十を培養細胞中に導入する と組み換
えが起こり、 aサテライトが以メガJ;ì!~ tll~ J:Jにわたって辿枕するDNAlli.)十が形成され、それが人工染色体と
して f在能す ふらし い ( H éllT i ll~ I l) 11 Cl ~ li . 19り7、lkcl1()(，lal.1998、Murphyal1c.! Kaqlcl1 1998)ο シ刀 tンジョウノて
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エの動原体も約1メガ塩基対と巨大で、 5-10塩基対くらいの単純な反復配列やトランスポゾン配列を多く含





含む26塩基対の配列である (Carbonand Clarke 1984、Fitzgerald-Hayes1987など) (図6B)。この様な特徴
は、別種の出芽酵母であるKluyveromyceslactisで、もやはり保存されている (Heuset a1. 1993)。
動原体DNAには様々なタンパク質が結合し、巨大なDNA-タンパク質複合体が形成されているコ
Sclerodenna (進行性全身性硬化症)という自己免疫疾患の患者うち30%の者は動原体タンパク質に対する
自己抗体を持っていた。そのような患者は、 calcinosis、s.aynaud'sphenomenon 、 ~sophageaI dysmotility、
~clerodactyly 、 ~elangiectasiaとし寸症状を特徴的に示したので、彼らから得られた血清はCREST血清と呼ば
れる。このCREST血清を用いて、複数のヒト動原体結合タンパク (centromererrotein) CENPsが同定され




CENP-Aは17kDのタンパク質でC末側 3分の 2がヒストンH3と強い相向性を有している (Palmeret al. 
1987) 0 CENP-AはヒストンH4やほかのヒストンと結合していることが知られており、おそらく動原体領
域特異的なヌクレオソームを形成しているのではないかと思われる (Warburtonet al. 1997) 。出芽酵母
Cse4タンパク質はヒストンH3と相向性を有しており、この遺伝子に変異が起こると、人工ミニ染色体が不
安定となる (Stolerel al. 1995)。局在などのデータからこのタンパク質がCENP-Aの出芽酵母における相
同タンパク質ではないかと考えられている (Meluhet al. 1998) 。
CENP-Bは80kDのタンパクでホモ2量体を形成している。 C末(カルボキシル末端)領域がこの2量体化に
必要で、一方N末(アミノ末端)領域はDNA結合能を有する (Masumoloet al. 1989)。このDNA結合能は
配列特異的で、その17境基対の認識配チIJ (CENP-B boxと呼ばれる)は先に述べた αサテライト配列中に含
まれる。 N末で αサテライト DNAに結合し、一方C末で2量体化することに より、動原体DNAを束ねるよ う
な働きをしているのではないかといわれている (SugimotoCl al. 1994) 0 CENP-Bタンノぐク貨は昭ほし鋲から
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|;TαC~TGI (TGT~T~TG~TTTCCGAA~ヰ :MMA|
78-87塩基対;87-98% AT 1 l L_〆 --;tfJT て一 、_j.; 
c.分裂酵母動原体DNA(40-120kb)模式図
otr Imr cnt Imr otr 
図6. ヒト、出芽酵母、分裂酵母の動原体
(A)電子顕微鏡観察によるヒト動原体の模式図。野J原体ヘテロクロマチンを含むcentraldomain の外側に
inner、middle、oulerplaleの3層からなる層状構造 (trilaminarstructure) が付加しており、 oulerplateからは繊
維状のH コロナH と呼ばれる構造が伸びている。動原体微小管のプラス端はouterplate~こ結合している 。
(B)出芽酵母動原体DNAのコンセンサス配列。出芽酵母:で、はCDEI-IIの3つのドメインからなる 125塩基対の
DNA断片がまずJ原体として必要十分な機能をはたす。 CDEIには"CACGTG"というパリンドローム配列が含ま
れ、 Cpflタンパク質が結合する (Melloret al. 1990) 0 CDE Iは極めてATに富む配列で、 CDEIIには図中矢












能であった (Hudsonet a1. 1998) 。分裂酵母のCENP-B相同タンパク質は当初、 ARS~~列に結合するタンパ




が (Halversonet al. 1997) 、動原体機能との関わりについては明らかでなし、。
CENP-Cは140kDのタンノザ質である。ヒトの動原体は電子顕微鏡で観察すると 3層の層状
構造をしてい






恩われる (Tomkielet al. 1994) 。出芽酵母のMi口は染色体の安定性に関与するタン
パク質であるが
(Meeks-Wa"gner et al. 1986) 、CENP-Cと相向性を示すといわれている (Meluhand Koshla





(Meluh and Koshland 1997)。
そのほかにも晴乳類細胞では、動原体タンパク質としてCENP-E、Fなどが知られている (
Yenetal. 1991、





















いる (Gohand Ki Imarlin 199]、Dohenyel al. 19り])0 NDCJO、CTFJ4は染色体不分離を引
き起こす変異、
あるいは人て染色体の動似体桜花を拐なう変W.の n;( 閃泊伝子として ~i蹴されたのであるが、 110kdサブユニッ
トをコートする;n伝子 (CβF2) といlーであることがゆjらかとなった (Jielng c[~1I. 1993) 0 CBF3B (ωkcl)、
14 
CBF3C (58kd)はそれぞれCEP3、Clア13遺伝子によってコードされているが、これらは人工染色体の動原
体機能欠損の原因遺伝子として単離された (Dohenyetal. 1993、Strunnikovet al. 1995)。またSkplタンパ
ク質もCBF3DとしてCDEill領域に結合することが示されたが (Connellyet al. 1996) 、このSkp1はGl/Sあ
るいはG2ルfの進行に必要なタンパク質でSCFと呼ばれる複合体を形成し、 CDKインヒピターのユピキチン
依存的分解に関与していることが知られている (Baiet al. 1996)。
分裂酵母の動原体
分裂酵母の動原体DNAはotrやimrと名付けられた反復配列がcnt配列を中心として対称に配置した構造を
している(CI訂keet al. 1986、Nakasekoet al. 1987、Fishelet al. 1988、Chikashigeet al. 1989、Clarkeand 









(Niwa et al. 1986)、そのように作成された最短の人工染色体ChIOは完全な動原体配列のみから成り立っ
ていた (Niwaet al. 1989)。動原体配列中にはARS配列が含まれていることが明らかとなり (Takahぉhiet 
al. 1992)、また人工染色体の両端には新たにテロメア配列が付加されていた (Matsumotoet al. 1987) 。
環状の人工染色体は組み換え修復を利用したギャップフィリング法で作成された (Matsumotoet al. 1990)。
これらの人工染色体を利用し、動原体の部分欠失変具体を作成して機能に必須な領域を調べたところ、有
糸分裂の染色体分配にはcnt配列とlmr配91Jが特:に重要であることが分かった (Matsumotoet al. 1990、
Hahncnbcrgercl al. 1991、Takal1ashiCl <1. 1992) 0 fXt;1犬ミニ努抱体CM2104はotrfge9iJを一部分しか含まないが、
それでも府糸分裂で安定に保持される。近年、 dh配ヂiJと類似のDNA配列が接合型 (mal)逃伝子座に存在
することがlijJらかとなった (Grc.:¥':1加 clKlar1997)。桜合型巡伝子山はヘテロクロマチンを形成しており、
m;J/]-]コ(1勺と 177・:ll.1-M ( 11 ・)辿い)二の発現(よ ~fjJHiljされていゐ(どちらか一ープJの泣伝子が17;Jll泣い子保にコ
15 
ピーされて発現し、接合型を決定する) 0 otr配列はヘテロクロマチンの形成に関与 しているのかもしれな




在することが報告されたが (Ekwallet al. 1995)動原体特異的というわけではなく、テロメアや接合型遺伝
子座領域にも局在していた。このタンパク質はクロモドメインというモチーフを含むタンパクで、ヘテロ
クロマチン形成、 遺伝子サイレンシングに関わると考えられている (Lorentzetal. 1994、AJlshireet aJ. 1995)。
本研究の過程で、分裂酵母Mis6、Mis12タンパク質は動原体機能に深く関与することが明らかとなった。
分裂酵母mis変異体 (minichromosome in~tabiJity) は、人工ミニ染色体を安定に保持できず、かつ温度感受
性をしめす一群の変異体として単離された (Takahぉhiet al. 1994) 0 12相補群のmis変異が単離されたが、
その中には染色体複製に欠損があると思われる変異 (mis1、mis5、mis10) (Takahぉhiet al. 1994、近藤祥
司未発表、建部 恒 未発表)や、複製された姉妹染色体の対合に欠損のある変異 (mis4) (Furuya et aJ. 











していた。脂肪酸の前駆体合成に関与するアセチjレCoAカルボキシ レ スー の変異であるcut6変異体もやは
り同様の表現型を示していた。近年、脂肪肢が、生体膜の原料やエネルギ-i原としてだけではなく、 RNA
輸送などのさまざまな生体プロセスで主要な機能を梨たしていることが示唆されている (Schnei[efand 





























が姉妹核の大きさが著しく異なる細胞 (b)が多数観察されt.:o おそらく (b)の細胞では、第 lあるいは
































































10%、12時I!¥jtl には 1% まで低下した。 不均等核分裂を示す細胞の~:JiJ支は 3 1寺!日!日より上昇し始め、


























言。 20i I 













れる。 (c)は間期の細胞であるが第3染色体を含むものと、 含まないものが見られる ο パーは10μm。
(B)パネル (A)-(a)のように第3染色体の不均等分配が起こっている細胞の頻度を経時的に測定し、グ

























ネルB) 、 4-)時間後に紋初のMWJが起こり~:!11J包数が矧え始める。表現型を観察すると、 G2邦jから制限温度
に移した先の iilli 米 と は -)'1;なり、 ll~1)のMWJでもお如伎で染色体の不均等分配が起こ っていた(区110パネル










させた。このときの生存率の変化、表現型の頻度を測定した結果が図 1パネlレAである。 HU除去後 1時間
で l度自のM期が起こり (1stM)、3時間後に 2度目のM期が起こった (2ndM)。この実験の場合は、制











博士論文) 0 mis6-302変異体ゲノムより変異mis6遺伝子を単離し塩基配列を決定したところ、 135番目のア
ミノ般がグリ シンからグルタミン般へと変化していた。:ifi伝子組み換えを利用して野生株ゲノムのmiso遺
伝子の135呑グリ シンをグルタミン般に世換す ると 、j昆度感受性を示し不均等核分裂を起こすようになっ
たので、この変興が j品 j交感受性の }Ji~11である と考えられる。 タンパクデータベースに対しホモロジ-検京
全 行 っ た と ころ、 Mi s6の N )，ミ il!lJ~ ) oアミノ限とキ!l[ iiJ ↑~!: を 訂するタンノ〈クがn!l ì ~lJ:Ú (Norw(l)' rcl:およひ:'I1UIllan)
に}~つかった ( I .~ I I ~ ) Nl)r".:l)' I 川 1.1ミ P1ミ I .;úf去二{-は、?.1~:Ul包Qi IJ ~~;~ホルモンによって Ip-， ;r~j: カヲ号式くされる j立伝子
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1x106 。 100 Time 200 300 (ml n 
図9. G2期に同調したrois6変異株を制限温度に移すと、 2度目のM期に致死となる
エルトリエーション法によってG2期に向調したrois6変異体を制限温度に移し、経時的に (A)septation指数
と生存率、 (B 細胞濃度、および (C)不均等核分裂の頻度を測定し、グラ フ化した。 (D)には240分後
のDAPI染色像を示した。 Seplal!On指数は細胞隔壁を有する細胞 (すなわち細胞質分裂期の細胞)の頻度で、
向調率の指標となる。そのヒークはおおよそM期後期からGl期に相当する。
(A)生存率は l度目のM期には高いままで、 2度目のM期に急速に低下する。 (C)姉妹核の大きさが正
常な 2 核の細胞 (~inuclear必onnal size;BN) と、娘核の大きさが異常な 2核の細胞(亘inuclear，_dbnonnal










1x107 ~ ・mWS69却7町2 
tω J 





























































として単離されたが (Slegtenhorst-Eegdemanet al. 1994) 、そのタンパク質の分子機能は明らかではない。
このLRPRlとMis6が楼能的に相同なタンパクであるかどうかについては後ほど検討する。 mis()遺伝子産
物を同定するために次のような実験を行った。















こで、Mis6タンパク質の細胞局在を決定するために、 C末端にGFP(green fluorescent p_rotein、Chalfieet al. 






15パネルA 2~交 I ~J )、分裂後JUJと忠われゐキIH包では分裂し1-1の染色体の阿末端に集まっていた(図15パネル
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(B) pKT219プラス ミドの塩基配列を決定 したところ、 672アミノ酸のタンパクをコードするORFがひ
とつ見つかったo mis6-302変異遺伝子を単離し、突然変異部位を決定したところ、 135苓目のグリシンを








































(B) mÍs~-HA遺伝子組み込み株 (mis6-HA integrantと表記、左レーン)、 およ び多コピープラスミドにつな
いで多コピーのmIs6-HA遺伝子を導入した株 (multi-copymis6-HA、右レーン)から タンパク抽出液を調製し、
10%SDS-ポリアクリルアミドゲルで、電気泳動後、抗HAモノクローナル抗体を用いたウエスタンブロ y ト法によ
り、 Mis6-HAタンパクを検出した)66kDの分子量マーカー付近にバンドが検出 された。 多コピー導入した株で
はバンドの強)立が開力1Iしていたヲこのタンパク質の見かけの分子量はゲルの調製によ り多少変動するものの、
約66kù と凡打i もられる、日!J~j: 柁.l t米ではこのようなノてンドは検出されなかった Lデータ は示さなし\ ) " 
29 
体は36度で培養すると細胞周期がそれぞれG2、G1期で停止する (Nurseetal. 1976、Russelland Nurse 1986、








の挙動と酷似している (Funabikiet al. 1993、図26)。そこで、さらにM期停止変異株中でのMis6の局在を
決定した(図17)。この場合はゲノム中のmis6遺伝子をmiso-GFP遺伝子で置換した株 (miso-GFP組み込
み体)を用いた(作製法は図14パネルAと同様)。ここで使用したnぬ3変異はpチュープリンの低温感受














プラ λ ミド:'i， OあるいはN31Lを欠失したtvlSOタンパク 71は動似体には内在できず、記HI)J包会イ本に拡散してい
30 
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Mis6と晴乳類LRPR1 (leucine-0ch Qrimary I:esponce gene 1) は弱し、ながらも有意な相向性を示した (N末
側約350アミノ酸で27%が同一) 0 LRPR1遺伝子は、 Norwayrat のセルトリ細胞 (Se口olicel)でi1意胞刺激ホ
ルモン (Folliclestimulating honnone;FSH) に特異的に応答して発現誘導されるmRNAとして同定された






その転写活性は数百倍に増加する。この nnH!プロモーターに Norwayrat LRPR 1 cDNAをつなぎ
(nmt 1 p-LRPR 1 遺伝子)、それを多コヒーベ クターにのせたプラスミド (pREPトLRPR1) を作成して野生
株あるいはrnis6及、兵株に導入し たo #t1J日~ i~-iL Ti，t (3 6、 3 3皮) では、 nmtl-LRPR1はチアミ ン存在-非存
作どちらの条flーでも l17 iS~~"S松の jj!?L 度感受性をヰ!l trtì できなかった(テー タは示さなし 、)。チアミン存在下





1. mis6 + - N.D. ++ 
2.斤1is6+-GFP
672 GFPじ〉 + ++ 
G135ぅ E
3. mis6 tS-GFP 
672 
〉 ち〈 + 
518 
〉 + ++ 4. mis6(1る18)-GFP
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8. mis6 (289-672)-GFP ぷ~.-1 ごくご~-





























次いで培養細胞中でのLRPRlタンパク質の局在を免疫染色法で観察した。 Norwayrat LRPR 1遺伝子のN
末端にmycエピトープを付加し、 CMV (~tomegalo~irus) プロモーターに接続した遺伝子 (CMV-LRPR 1 ) 
を作成し、 トランスフェクション法により HelafFHl胞(ヒト培養細胞)に導入した。 トランスフェクトした
CMV-LRPRl遺伝子がHelaff.田胞の成育を阻害することはなかった。トランスフェクションして 1日後にホ












動似体局荘の Mis6 とは ~y なる生体機能を担 っ ているのかもしれなし 1 。 しかしながら、 LRPRl の発現は組織
36 
A 






















































myc-LRPR1 DNA merged 
図21. LRPR1はHela細胞では細胞質に局在する-1
mycエピトープを付加したLRPR1遺伝子をCMV(cytomegalovirus)プロモーターにつないだプラスミドを作製し、 DMEM培地中30%コンフルエントまで培養したHela細胞にトランスフェクトした。 24時間後ホルムアルデヒドで回定し、抗mycモノクローナル抗体による免疫染色法でLRPR1タンパクの局在を調べた。パーは10μm。
DNA染色像および、細胞形態から判断して、上からJiI震に間期、 M期前中期、中期、後期、終期の細胞である。間期の細胞では核を除いた細胞質領域にLRPR1は局在していた。 M期においても染色体領域は染まらず、 LIミPR1は常に細胞質に局花しているようであった。
39 
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cnt 1配列あるいはimrl配列を地問する プライ マーを用いてPCRを行った場合にはDNAの増幅が観察され
た(レーン 1)。ところがolr2配列を地中日す るプラ イマ ー (dh~L~1jの 一部はそれぞれの染色体で異な っ て
おり、この性引を利用して~~ :2染色体のotrのみをt竹中高するプライマーを設計ー した) 、ある l，叶ま第一染色体








































2 3 4 
? ?
図24. Mi~6は動原体中央領域に結合する
(A) 分裂酵母動原体DNAの模式図。序論および本文参照。 第 1~3染色体全ての動原体は、 cnt領域を
中心として、 imr~ otr領域が対称に配置するという共通構造を有する。
(B) CHI川去によってMis60)結合している動原体領域を決定 したo PCRをおこなっ た後、反応産物を







て免疫沈降を行ったO いすれの場合もパックグラウンド レベルの増幅産物 しか得られなかった。
















































動す る ( ~-1 7分)。 細胞 rl J 央に緩やかなクラスターを形成 し た後 (17.5分)、両極に向かつて急速に分裂
する(1 ~-20 .月分 j ぃ 白いバーは 10 μ lll o
、日)FISH {j~ に 上る動 JJ;( ，(4;?y守リJの解析っF1SHのプIコー プにはotr自ic:>iIJを則いたので全ての動似体が10J時に










































ところカ'cnt、Imr配列をプロ ープにした場合には、スメアー状のパターンが得られる (Poliziand C1arkc 
1991、Takahashict al. 1992、および図29参m~) 。 スメアー状のパターンを詳しく叙祭すると、モノヌクレ
オソームおよびヌクレオソーム2設休を反映すると思われるバンドは観察できるので、この領域ではヌク
レオソームは形成さ れるものの、そのI1U 附が不乱~WJ にな っ てい ると 考えられる 。 こ の よ う な特殊クロマチ













































































PCR primer posltlon 












































36:JC 6hr ~ 
pYC148 
mls6-302 mis6 + tntegrant 
pKT108 pKT110 
mls6-302 mls6 + integrant mls6-302 m/s6 + integrant 
B 
pKT110 (cnt1) 
mis6 36 C 




?」 ??? WT 360C 6hr 
図29. mis6変異株で、は動原体特異的クロマチン構造が崩壊 している
(A) 36度で6時間培養したmis6変異株、あるいは変異株のmis6遺伝子を野生型遺伝子に置換した株
( mjs~ integrantと表記、 mis6j宣伝子以外は変異株と遺伝的背景が同ーなコ ントロール株)のクロマチ ン
DNAをマイクロコッカルヌクレースで部分消化し、アガロース電気泳動後、図中で示したプローブでサザ
ンハイブリタイゼーションを行った。電気泳動はRレーンが lセットになっており 、ヌ クレースの処理時
間が左からO、!、 2、4、8分となっている。
otr領域 (pYC148) をプロープに用いた場合は、変異株、コン トロー ル共にはしご状のパターンが得ら
れた p これは央化エチジウム染色による全クロマチンDNAのパターン と同ーであった (データは示さな




























































cen SPB DAPI 
にや 3
~ 




図30. mis6変異はM期中期の動原、体配置に異常を引き起こすcut9はAPCの構成タンパクの溢度感受性変異で制限温度で培養するとM期中期で停止する o cur9あるいはcut9mi・s6変異抹を窒予四枯渇によりGl期に向調後、富栄養培地 (YPD)に移し、制限温度で8時間培養したo 固定後、全動原原、ぷ七で、共通のO岨 F列|リjをフ。ロト一フ、前、にした
成夕ンパクS臼辻d出lの免疫染色によりSPBを染色 し、 DAPIにより染色体DNAを染色したo 最右手IJにはそれらの像を重ね合わせ十イラストを示した。動原体を白丸、 SPBを黒丸で示 し?あんω9変異株でli動原、体は紡錘体中央にクラスターを形成していむしろか川mis6変異株で、は動原体はクラスターを形成せず、散らばっていたo また 4つ以上の動原体FISHシグナjレが観察される細胞もあったo SPB間の距離もcut9変異株に比べ若干長いようであった。
53 
次に細胞周期を通じて、 Mis6の沈降係数に変化があるかどうかを調べた。非同調の野生株は大半がG2期
の細胞である。従って上述の結果より、 G2期のMis6の沈降係数は10-]5 Sと考えられる。 cuc4、cUl9表、異株
はそれぞれAPCの変異株で制限温度に移すと M期中期で停止する (Yamashita et al. 1996、Yama也 etal. 
1997) 0 cdcl0はS期開始に関わる転写因子の変異で、その変異体は制限温度ではG1期に停止する (Simanis




















た。 misô-HA組み込み休、あ る いは野生型株から~1l1胞抽出液を得、抗HA抗体で、 Mis6-HA タンパクを免疫沈
1;手した。 沈1;年物をSOSアクリ jレアミ ドゲルで、氾気泳到Jし、銀染色j去によりタンパク貨を染色した (図33) ;J 
~'î - 小林tJl IH-'J i(Îi_ から免疫沈降したコン ト D ールと Jt 'l反し た とこ ろ、 Mis6-HA と 村i: ~Y- (I~) に免校共jえ したと 思わ
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mis6-HA/mis6-mycヘテロ 2倍体からタンパク抽出液を得、抗HA抗体 (レー ン2、5)あるいはずしmyc
































Mis6結合タンパク だと思われる o p32、p29と名付けた。
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p32 




l¥IERAYARYAG ARAAFQ辺忽A EEAEAKKfく (208 a.a.) 
p29 
分裂酵母 60Sリボソームタンパク L7b 
"MA.VASSI¥沼SKEQIFAP巴L 日<CKKIcrQEX;dS REX;dR¥瓜AA.AE悶(TA∞辺<REL工A限 AESYD
主~工ELGRKARAE GNYYVPDEIK LVFV工R工RG工悶q工PPKARK工 MJは.RL工QIN
N3VFVKFN}くAτ1¥B'但QJVEPYVrYG工百近JKホ庶ELL百くffiFGK¥.lr辺。R工A 工SINA工EAA
LGKYS立S工E DLTI包工YT¥氾 FNFKQAANF工W回'QLSSPLGGI四四阿'KHF工ffi3DAGKRD






























(図3SパネルA)0 DAPI染色すると、 4時間後には 2核の細胞のうち 4芸Ijの細胞で娘核の大きさが不均等
になっており、 61時間後には S割以上の細胞が不均等核分裂を引き起こしていた(図35パネルB、D)。図
36 は misl2変異体巾での微小十.:~:染色像である。市IjliH ii~t!支で61時r:リ情廷後、回定して免疫染色法により微小包;































生存率 (c) を ?~IJ 定 した 。 パネルDには制限温度で培養6時間後のDAPI染色像を示した。パー は 10μm。 白矢
頭で示したように、 姉妹核の大きさに違いの生じる不均等核分裂を引き起こした細胞が観察された。 (B)
には2核の細胞のう ち、姉妹核の大きさに違いがある細胞の頻度をグラフ化 した。4時間後より不均等核分裂







l Jソ屯.l ァ e
図36. mis12変具体の微小管染色像





h-mls 12-537 360C 6hr 
FISH(rDNA) DAPI 
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( B) nJJS 12・HA組み込み体を用いてCHIP解析を行った。図23を参照。




降を行った J いずれの場合もパックグラウ ン ドレベルの端中日産物しか得られなかった。
レーン4、5:ドCR反応のポジテイブコントロール心 mis12-HA遺伝子治!み込み抹(レーン4) 、あるいは








































cut9 mis 12+-HA 
cnt1 ーーa
imr1 |一一 一一|
2 3 4 5 6 
Immuno. ppt 
図39. M期中期停止変異株中でもMis12は動原体に結合している
かけあわせこより、 cutタ変異株にmjsJZ+-HA遺伝子を組み込んだ株を作製 し、許容温度 (26度、レーンl、
2、5)ある いは制限温度 (36度、レーン3、4、6)で4時間培養後CHIP1去による解析を行った。レーン1-4は
免疫沈降物を テンプレート としてPCRを行った結果で、 レーン2、4は抗体を加えずに免疫沈降を行ったネガ





360C 8hr ~ 下------ーpKT108 pKT110 








ヌクレー スに よ る 消化時自が左から }II買に i 、 2~ 4~ 8分となっているO 二o 屯え
otr領域 (pYC18) をフロープに用いた場合は、変異株、野生



























いるのかもしれなし 10 しかしながら、しょ 糖密度勾配遠心では、両者の分布パターンは、オ ーバーラyフ
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Top ~ 砂 Bottom
360C 4hr 4.58 16・19.58













































~. _. ._ f ，cj-~. ~ 
ふ J?J 品、、ふ
~- .r，cbv 占ご dr タ ~ 
:- ~ s~ :t' と?、よ? s 
FdP ご dr ょ di ふ
-・・‘4・









Mis12・HAタシパク質を免疫沈降した。レーン lには抽出液、 2、3は免疫沈降後の上清、 4----7は沈降物を電
気泳動し、ウエスタンプロットで、Mis6-myc、Mis12-HAを検出した 。レーン2、4、6は抗体を加えずにプロ






















用いて、 CHIP解析を行った。 PCRプライマーはおおよそ等間隔にcntl配列中に4カ所、 imrl配列中に 3カ所




















972(no HA tag) 
WT mis6+-HA 
mis12・537mis6+-HA 











































オソームが規則正しく並んだ通常のクロマチン構造が形成される (Takahぉhiet al. 1992) 0 cnt 1配列の一部


















ると考えられる。 Mis6は細胞あたり 2000分子存在しており、また予知It的な実験によれば、 Mis12タンパク
貨は細胞あたり 2000-3000分子存在していた(データは示さない)。すべてが動原体に結合しているとする
と、約200jJ:ft器対につき約4分子結合していることになる。モノヌク レオソームに巻きイすいているDNAは約
200j:;t~ ~11~ ;i;jなので、 Misó?l) ゐ l， 刈え Misl2が物則的にヌクレオソームに fl: 月 j していると考えても矛盾は年ーし、




















られている (Riederand Salmon 1994、図45)。
両方向性結合を確立するための分子的機構についてはあまり分かっていないが、高等真核細胞の場合、
M期中期に染色体が両方向性の結合を確立することは、姉妹染色体を均等に分配するうえで極めて重要で
ある (Riedcrand Salmon 1998) 0 mis6、mis12変異体で、は微小管と結合したり移動したりするための動原体
複合体は正常に形成されているものの、両方向的結合が硲立できなくなっているらしし、。また、 M期停止
させたcUl9mis6二重変異株細胞では、姉妹染色体が時期尚早に分離していると思われる像がしばしば観察
された。この結果か ら批察すると 、動原体クロマチンは両方向的結合が硫立できるように、 MJ~H変則がml
















ることで得られた (Riedcrand Sa11l0n 1994、Riederand Sa1moIl 1998)。動原体運動は、微小管の張力より
はむしろ動原体自身が有する微小管モーターが主たる駆動力となっていると思われる。モーターの移動方























































































せれば可能となるのではないだろうか (Ekwallet al. 1997)。
Mis6はリボソームタンパクと結合するのかもしれない
免疫沈降の ~ii 以によれば、 tvlis6はリボソームタンパク質L7b 、 LI :1 と結合していた。これらのリボソーム
タンパクばjμ)!I~tl:で、~I!IJ山内に多 fit に i(Trす之)と忠われる。この於くべき対比はとう解釈できるのだろう
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報告がいくつも得られている (Wool1996) 0 Mis6と免疫共沈したL7タンパク質はそのN末端にbZIPと呼ば
れる核酸結合モチーフを持っており、実際ヒトL7タンパク質が二重鎖DNAおよびRNAに結合することが報
告されている (Hemmerichet al. 1997)。このL7タンパクはZn-フインガーモチーフを持つ転写因子様タン
パクZNF7とも結合する (Witteand Krawinkel 1997)。またJurkat-Tリンパ球細胞でL7を強制発現すると細胞、
周期がGl期で停止しアポトーシスが誘導されることが知られている (Neumannand Krawinkel 1997)。この
ような例から考えると、 L7はリボソームの構成因子としての機能だけでなく、 Mis6と複合体を形成して何
らかの動原体機能を担っているという可能性もあり得る。分裂酵母の動原体領域には36コピーのtRNA遺伝
子が存在している (Takahashiet al. 1991)。分裂酵母のゲノム中には約300のtRNA遺伝子が存在すると見
積もられているが (Gamulinel al. 1983) 、ゲノム全長の1.8%に相当する動原体領域へ全tRNA遺伝子の
12%が集中している。 これらの動原体中のtRNA遺伝子座はDNぉeI消化に対して感受性を示す (Takahぉhiel 


































い、約 12 0 0株の温度感受性変異体の中から、そのような不均等核分裂の表現型を示す変異体を新たに
1 4株単離した(図47) 0 1 4の変異株を遺伝的に解析した結果、そのうち 9変異株が同ーの遺伝子に欠















後]H寺1l¥J日より低下しはじめ、 6 H守I/IJi去には約::IOlo、10時間後には 1%以下にまで減少した(ノマネルC)。
制!t2J>i;:.~伎は 5 時間伐まで桁れ山れ !'1~J に ii刊11 し、元の i~.~}支の約!J 1.iVに主った(図48パネ jレ13)。
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遺伝子座 株番号
























1 x1 0 





































( C) 生存ネはJ!時ti¥J後より il，~少し始め、ポ時:間徒には約30% 、 10時間後には 1%にまで低下した 。


































図50. Jsd I変昆体の電子顕微鏡観察像 (cut表現型を示す細胞)
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(A)定法に従いJsd1+遺伝子を破壊した 。 Jsdl+遺伝子の大半を ura~遺伝子で、置き換えたDNA
断片を作成し、ura4-の2倍体に形質転換した。相同組み換えにより、 Jsd1+遺伝子の一方が破壊
された2倍体をウラシル非要求性、サザンプロ ッテイングで選択した。この2倍体を胞子形成さ
せたと ころ、 4胞子のうち生育可能なものは 2つだけで、それらはいずれもウラシル要求性で
あった。
(B) -(D) Isd1遺伝子破壊2倍体を胞子形成させ、ウラシルを含まない合成培地中で、 Jsd1
遺伝子破壊半数体を強制的に発芽させたo (B)には細胞濃度、 (c)にはlsd表現型の頻度、
( D)にはDAPI染色像を示した。胞子は培養開始18時間後より発芽し始め4-5回の細胞分裂の後、


















知られている (Awayael al. 1975)。野生株培養液に10μg/mlのセルレニンを培地に加えると、生育が阻害













野生株 (HM123)、lsdI-H20J、-H265、-H518および、cut6-621変異株をYPDフ。レー ト (A)ある
いはYPD+O.03%パルミ チン酸プレート培地に塗布 し (B、C)、26度 (c)または36度 (A、B)
で培養した J (B、C)にはパル ミチン酸を可溶化するため1%tween20を添加した。
(A)制限温度で培養 した場合、野生株以外の変異株はコロニーを形成できなかった。


























































は、:)1;)' [ljJ f去には約)()切にまで il~ 下していた(ノ〈ネル B) 。この結果は、隔壁形成が起こらなくても不均
咋な怯分裂1'イ+.:が!1:イj-:ニ;-fの低下そり|さ起乙すということを示1亥している。
99 
o w/o cerulenin ・w/ cerulenin 








































野生株 (972株) をエルトリ エーショ ンによ ってG2初期に向調し、 10μg/mlのセルレニンを含む
YPO培地で培養 した (33度) 0 20分間隔で経時的にサンフ。ルを採取し、細胞濃度 (A) 、生存率
(B)、紡錘体指数 (c、紡錘体を有する細胞の頻度、 M期の指標となる)、隔壁形成指数 (0、細胞
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• w/ cerulenin 
200/0 o w/o cerulenin 
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図61. 脂肪酸合成阻害は核分裂過程に致命的影響を及ぼす





た(本文参照) 0 2核の細胞では、姉妹核の大きさ に違いが生 じていた。バーは10μmo
(B)セルレニンを添加した場合 (A)も、しなかった場合 (ム)も細胞濃度の増加は、制限
温度に移してすぐに停止した(パネル上段)。生存率は、セルレニン を加えなかった場合 (0)









fヘ 文)0 lsdt遺伝子 もcuto遺伝子もともに脂肪酸合成に必須であり、両遺伝子の変異は互いによく似た表現
型を示 したっ脂肪酸は、 生体膜の構成要素でありエネルギー源でもある脂質の原材料として必須であるが、
オルガネラやRNA輸通直程などにおいても重要な働きをしているようである (Schneiterand Kohlwein 1997)。
たとえば出芽酵母のmtr7はア セチルCoAカルボキシレースの変異体であるが、この変異体ではmRNAの核





lsd 1変異は劣性で、あった。 Isd1変異遺伝子によ ってコードされる変異型脂肪酸合成酵素は、制限温度では
活性が低下するのだろう 。そのためにlsd1変具体では細胞内の脂肪酸量が低下し、それが引き金となって



















して利用されている (Shurbajiet al. 1992、Shurb匂ietal.1996など)。このOA-519を精製したところ、脂肪















分裂酵母ω1(defective in chromosome decondensation)変異株はM期終期になっても妓核が脱凝縮できず、
両方の核が小さく過凝縮してしまう (5むerand N urse 1994)。娘核が過凝縮しているという点に注目すれ
ば、 lsdlとdcdlの表現型は似ていると言えるだろう。 dcdt遺伝子は先に単離されていたpimt遺伝子
(Matsumoto and Beach 1991) と同ーであり、晴乳類RCCl遺伝子と相同である。 RCC1はRan依存的核輸送
に関与しており、 piml/dcdl変異で、は核輸送および染色体脱凝縮が異常になると恩われる。またpl・ml変異株







どが脂質修飾を受けているといわれているが (Fukadaet al. 1990、Kokameet al. 1992、Casey1994、








































5A:h leu 1 ura4ιfeι210 





















分裂酵母の基本的取り扱いは、 Alfaet aJ. 1993に従った。富栄養培地としてはYPD(1%イーストエキス
トラクト、 2%ポリペプトン、 2%グルコース)あるいはYE(0.5%イーストエキストラクト、 3%グルコース)
を用いた。合成培地としてはEMM2(Mitchison 1970) を用いた。接合用培地としてはSPAを用いた。必要













受性ヰfifliを1I{1:認した。コスミドマ yプの結果、 これらのプラ スミドがPfi♂(J宣伝子近傍のゲノム領域を含む



















濁液の一部を シー ス液 (BectonDickinson社)で希釈し、軽く超音波処理を施した後、 12.5μg/mlのヨウ化
プロピジウムでDNAを染色した。測定装置にはFACScan (Becton Dickinson社)を用いた。
DAPI染色、免疫染色、 FISH、蛍光顕微鏡観察
DAPI染色はAdachiand Yおlagida1989に従った。醇匂培養液に、 1/10容量の25%グルタ ールアルデヒ ドを添
加し 、 氷_I ~で.20分以上位l定した。PBSで3良:iぅu争後、少支のPBSに懸?90して冷煎保存した。スライドグラス





を結合させた。核はDAPIによって染色した。微小管染色には抗 αチュープリン抗体TATl (W∞ds et al. 
1989) を一次抗体として用いた。
FISH はUzawaand Yanagida 1992およびFunabikiet al 1993に従った。細胞をアルデヒドで20-60分固定して
から0.1mg/ml Novozym234と0.5mg/mlZymolyase 100Tで、細胞壁を消化し、染色体DNAをアルカリ変性後、
デイゴキシゲニン (DIG) 標識したプロープDNAをハイプリダイズさせた。蛍光標識抗DIG抗体
( Boehringer社)でプロープDNAを蛍光染色した。 DIG標識にはOligonucleotidetailing labelingキット
(B∞hringer社)を使用した。 SPBの免疫染色には抗Sadl抗体 (Hagan加 dYanagida 1995) を用いた。 rDNA













質の屈折半がおおよそ r~ïJ じになり、核領域の{立制!廷を視覚化できるよう になる 。
間去には、 100Wハじlゲンランプと位相主主照明北也、および1001計位相差対物レンズ(間口数1.4プラン7
















微小管の免疫染色と組み合わせる場合にはHaganand Hyams 1988に従った。 PBSの代わりにPEMバッファー
( 100mM PIPES、1mMEGTA、lmMMgCl2) を用いて上述のようにメタノール固定した細胞を、 O.lmg/ml
Zymolyasel∞Tで37度10分間処理して細胞壁を消化し、 TAT1抗体を用いて微小管を染色した。
生細胞で経時的に観察する場合には、次のようにした。 EMM2培地で、対数増殖初期まで培養した細胞
を遠心で集菌し、約Sx106細胞Imlになるよう EMM2+0.5%低融点アガロース培地 (EMM2-LMPagarose) に





















Hoechisl33342 (5μg/ml) とCY3標識抗マウスIgG抗体 (CHEMICON社 1:500希釈)を含むPBSを100μlを滴
下し、 1f尋問静置した。PBSで3度洗浄後、 lmg/ml p-フェニレンジアミンを含む 100mMTris (pH8.8) 
+90%グリセロー Jレでマウントし、ネイルポリッシュで封印した O 一次抗体の希釈率は次の通り。抗myc抗






こっていることを砕~~2. した。 26皮 と お反ー で4分子解析を行い、ウラ シ ルゴド要求性の胞子がコロ ニーを形成
できるか否かを検定した。
!J~.-=j二発芥 d~ による去現WJの制作(よ次のように行った 。 巡 {i~千破壊二Wf体 を f氏主奈川培地 (EMM2培地の
112 
塩化アンモニウムを0.1%グルタミン酸ナトリウムに置き換えたもの)で24時間培養し、窒素源を枯渇させ












(pMH601 HindID-SacI断片)をpYCllにつないだプラスミド (pYCll-mis6-HA) を用いた。
上述の手法と同様にmis6遺伝子にGFPを融合したプラスミドはそれぞれ、 pMG601 (多コピープラスミ
ド)、 pYCJl-mis6.GFP (組み込み用プラスミド)と名付けた。 pYClトmis6-GFPには改変型GFP(S65T) 
を用いた。65番セリンをスレオニンに置換することでGFPの蛍光強度が6倍増加すると言われている






開示母系BIJ胞をTEノ，;.")ファーで洗j争後、 il日;バッファーに1~ 3)¥ 1 O(，~:HI Jt包/μlとなるよう貯溺し、グラスビー













Towbin et al. 1979に従った。泳動後のSDSポリアクリルアミドゲルからニトロセルロース膜にタンパク
， . r 
を電気泳動的に転写した。転写装置としてTrans-blot(Bio-Rad社)あるいはセミドライ型転写装置Trans-blot、
SD (Bio-Rad社)を用いた。 Trans-blotを用いる場合、 60mMTris、127mMグリシン、 20%メタノールをパッ
ファーとして定電流60mAで3時間転写した。加熱を防ぐため、転写装置を氷中で冷却した。 Trans-blolSD 
を用いる場合には、 48mMTris、39mMグリシン、 20%メタノール、 1.3mMSDSをバッファーとしてクロス




HAマウスモノクローナル抗体 (12CA5、Babco社、 1:1200希釈)、抗mycマウスモノクローナル抗体 (9EIO、
Oncogellc Science千土 1 :100希釈)を用いた。 2次抗体としてはHRP(horsc radish peroxydasc)標識した抗マウ




Hecht et al. 1996、Orlandoand Paro 1993を参考にして、分裂酵母用プロトコールを作製した。
1 x 107細胞Imlまで培養した酵母培養液100mlに、 10mlの11%ホルマリン溶液を加えて培養温度で10分間固
定し、さらに氷水中で50分固定した (11%ホルマリン溶液:37%ホルマリン[ナカライタスク社]を希釈し、
O.lM NaCl、lmMEDTA-Na[pH8.0]、50mMTris-Cl(pH8.0]を加えた)。遠心によって集菌後、氷令した5ml










ンAに結合させた)。 ビーズをlmlのバッファーIで3回、バッファーl' (バッファーIのNaCl濃度を50印nM. 
に増加したもの)で 3回、バッファ-I (1 OmM Tris-Cl[pH8.0]、 0.25MLiCl、0.5%NP-40、
0.5%Na-Deoxycholate)で2回、 TEバッファーで 2回洗浄した後、 100μlのTER(TE+I0μg/ml R1ぜぉeA) に
際濁して37度で15分保温した。ピーズの洗浄はバッファーを加えて4度で10分以上撹持することにより行っ


















差で細胞を破裂させたo 10kG (TOMY社 No.4Nローターでl0000rpm) で5分遠，c.後、沈殿を950μlのSCPバッ
ファーに懸濁した。 37度で2分間保温後、 50μ!のマイクロコッカルヌクレース溶液 (5000Unit/mlになるよ































合し続けることにより行った O その後ビーズをSDS電気泳動サンプルバッファーに懸濁し、 100度で5分間 予d
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